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General abstract 
アフリカツメガエルの卵母細胞は, 直径400μmにもなる巨大な核, 卵核胞を持つ. この核構造
の維持には, 核内に蓄積されたアクチンのメッシュワークが必要であることが示されていた. しか
し, 卵成熟過程におけるアクチンフィラメントの動態及び機能については未解明であった. 本研究
では, アフリカツメガエル卵成熟過程におけるアクチンフィラメントの局在を観察し, 核内アクチ
ンフィラメントは核膜の崩壊に伴い, 植物極側より脱集合すること, 同時にアクチンフィラメント
は紡錘体の前駆体となる MTOC-TMA（microtubule organizing center and transient microtubule array）
の基部に局在することを見出した. また卵成熟過程におけるアクチンフィラメントの機能を解明す
るために, アクチンの切断・脱重合因子である ADF/cofilin を乱すことでアクチンのターンオーバー
を攪乱する実験を行った. その結果, ADF/cofilin の活性化を担う Slingshot の特異的抗体を注入し, 
アクチンターンオーバーを抑制した場合, MTOC-TMAの形成が抑制されることを見出した. 逆に恒
常活性型 ADF/cofilin を注入した場合, MTOC-TMA は形成されるものの, 基部のアクチンフィラメ
ントが減少し, MTOC 構造が乱された. 以上のことより, MTOC-TMA の形成及び構造維持には
ADF/cofilin を介したアクチンダイナミクスが重要な役割を担うと考えられる.  
更に, 本研究では分枝型アクチン重合の制御に関わる Arp2/3 complex の活性化因子の一つであ
る WASH について解析を行った. その結果, WASH のノックダウンは MTOC-TMA 基部における微
小管及びアクチンフィラメントの整列を乱した. また, WASH の VCA ドメインは in vitro において
微小管と直に相互作用することが新たに判明した. 以上のことから, WASH は卵成熟過程における
アクチンフィラメントとの相互作用を介した微小管形成の制御機構に関わっている可能性がある. 
General introduction 
多くの脊椎動物の体内において, 卵細胞は最も大きな細胞である. この基となる卵母細胞も卵
細胞と同等のサイズまで成長し, 卵核胞と呼ばれる巨大な核を持つ. 卵母細胞の細胞周期停止時期
は生物種によって異なるが, マウスやヒトでは第一減数分裂前期で停止しており, ホルモン刺激に
よって卵成熟が誘起されると, 卵核胞の崩壊, 極体放出を経て, 第二減数分裂中期まで進行し, 卵
細胞となり排卵される. この極体放出の過程は不等分裂であり, 巨大な細胞内において染色体及び
紡錘体は細胞表層直下に配置されなくてはならず, このエラーは不妊や染色体異常に繋がる 
[Leader et al., 2002].  
卵母細胞内における染色体及び紡錘体のポジショニング, 極体放出の過程においては, アクチ
ンフィラメントが重要な役割を担うことが報告されてきた. 例えば, ヒトデ卵母細胞の卵核胞崩壊
時には, アクチンネットワークが染色体を捉え, 分散を妨げており [Lénárt et al., 2005], マウスの卵
母細胞内においては, 細胞質にアクチンフィラメントのメッシュワークが存在し, これが紡錘体の
移動に必要であることが示されている [Schuh and Ellenberg, 2008; Azoury et al., 2011]. また, アクチ
ン重合によって引き起こされる細胞内流動, 及び細胞皮層アクチンの肥厚化が, 紡錘体の卵表層直
下へのポジショニング維持に必要であることも報告されている [Yi et al., 2011; Chaigne et al., 2015].  
アフリカツメガエルの卵母細胞は, ヒトやマウスと同様, 第一減数分裂前期で細胞周期を停止して
おり, その直径は約 1.2 mmまで成長, 卵核胞も直径 400μmになる. アフリカツメガエル卵母細胞は, 
プロゲステロン処理により体外で卵成熟させることが可能であり, また, 大量のサンプルを得られるこ
とから, 生化学的な実験が行いやすいというメリットを持ち, 古くから卵成熟過程に関わるシグナリン
グの研究に用いられてきた [Abrieu et al., 2001]. 一方で, その巨大なサイズと色素顆粒の多さから, 内
部の観察が難しく, 卵母細胞時期における核内アクチンの観察は行われていたものの[Loeder and Gard, 
1994; Bohnsack et al., 2006], 卵成熟過程における細胞骨格の動態については明らかにされてこなかった.  
本研究では, アフリカツメガエル卵母細胞の卵成熟過程において, 時間を追って凍結切片を作
成することで細胞骨格の卵成熟過程における局在を観察した. その結果, 第一章ではアクチンフィ
ラメントは紡錘体形成の基となる, MTOC-TMA の基部に存在し, ADF/cofilin を介したアクチンダイ
ナミクスの制御は, MTOC-TMAの構造形成及び構造維持, 細胞表層への移動に寄与していることを
明らかにした. また, 阻害剤処理による微小管の破壊は, MTOC-TMA 構造のみならず, アクチンフ
ィラメントの局在も乱したことから, 卵成熟過程においてアクチンと微小管は相互依存的に局在を
制御し合っている可能性を示した. そのため第二章では, アクチン及び微小管の双方と相互作用す
ることが報告されていた WASH に着目し, MTOC-TMA 形成時の機能について解析を行なった.  
WASH はWiskott-Aldrich syndrome (WAS) family proteins の一つであり, 分枝型のアクチン重合を担
うArp2/3 complex の活性化を行う [Linardopoulou et al., 2007]. WASH はWASH特異的なWHD1, WHD2
ドメインと, WASファミリー共通のアクチンモノマー及びArp2/3 complex 相互作用部位であるVCAド
メインを持つ. ヒトWASHにおいては, WHD1 ドメインは複合体形成に, WHD2 ドメインは微小管との
相互作用に関わることが報告されていた [Linardopoulou et al., 2007; Gomez and Billadeau, 2009; Jia et al., 
2010].  
本研究では, 卵母細胞における WASH のノックダウンは, MTOC-TMA 基部におけるアクチン
及び微小管の整列を乱し, WASHがMTOC-TMA形成に関わることを見出した. また Xenopus WASH
はヒトWASHと異なり, VCAドメインで微小管と相互作用すること, WHD2ドメインはWASHの機
能制御ドメインとして機能する可能性があることを明らかにした. 
